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内 容 の 要 旨 
 
SGLT2 阻害薬イプラグリフロジンは乳癌細胞増殖を抑制する 
 
目的 
糖尿病治療の目標は血糖や体重のコントロールのみならず、患者の生活の質や健常人と変
わらない寿命を確保することにあり、患者の未来を護る血糖コントロールと薬剤の選択が
重要といえる。現在、わが国の糖尿病患者の死因の第一位は悪性新生物（がん）である。
従って、いかにがんの発症や進展を抑制する血糖コントロールを行うかが重要といえるが、
糖尿病治療薬のがんに対する作用の研究は極めて限定的である。我々はこれまでに、糖尿
病治療薬である Glucagon-like peptide-1(GLP-1)受容体作動薬のがん抑制作用を見出し
報告してきた１，２）。一方、Sodium-glucose cotransporter 2(SGLT2)阻害薬は最も新しい
糖尿病治療薬の一つであり、体重減少作用やアディポネクチンの上昇作用など血糖降下作
用以外の副次的作用が得られることで注目されている３）。また、大規模臨床試験において
心血管イベント抑制作用が報告されており、我々は基礎研究において血管保護作用を見出
し報告している４）。そこで今回我々は、SGLT2 阻害薬のがん抑制作用を検証することとし
た。 
 
対象と方法 
細胞培養と細胞増殖曲線 
MCF-7 細胞、MDA-MB-231 細胞、KPL-１細胞という 3 種類のヒト乳癌細胞を培養し、実験を
行った。細胞増殖曲線は 12 ウェルの培養皿に MCF-7 細胞を培養し、SGLT2 阻害薬イプラグ
リフロジンを 0－50μM 添加し、4 日間行った。イプラグリフロジンはアステラス製薬から
提供して頂いた。 
免疫染色 
SGLT2 の発現を抗 SGLT2 抗体 (ab37296; Abcam, Cambridge, UK)を用いた免疫染色にて検
証した。 
Reverse transcription and quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR)  
SGLT2 の遺伝子発現を RT-PCR にて検証した。プライマーは下記のものを作成した。human 
TBP, 5′-TGCTGCGGTAATCATGAGGATA-3′ (forward), 5′-TGAAGTCCAAGAACTTAGCTGGAA-3′ 
(reverse); human SGLT2, 5′-TGCATCTGATTGGCAGTCAC-3′ (forward), 5′-
TTTTTGGACAGGGGAAAGGC-3′ (reverse). 
Bromodeoxyuridine (BrdU) アッセイ 
細胞分裂を BrdU アッセイにて検証した。MCF-7 細胞に 0－100μM のイプラグリフロジン
を添加し、24 時間後に BrdU の取り込みを評価した。 
Small interfering (si)RNA knockdown of SGLT2 and cell proliferation assay 
SGLT-2 siRNA (sc-106547; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)、 control siRNA (sc-
37007; Santa Cruz Biotechnology)を用いて SGLT2 をノックダウンし、細胞増殖曲線を検
証した。 
パッチクランプ法 
細胞膜電位を測定するため、MCF-7 細胞に 10μM のイプラグリフロジンを添加し、パッチ
クランプ法を行った。 
ミトコンドリア膜電位測定 
JC-1 という色素を用い MCF-7 細胞に 10μM のイプラグリフロジンを添加し、ミトコンド
リア膜電位透過性を検証した。 
統計解析 
Unpaired t 検定もしくは two way ANOVA 法を用いて統計解析をした。P<0.05 を有意差と
した。 
 
結果 
免疫染色を用いて SGLT2のタンパク発現を検証したところ、MCF-7細胞膜上に顕著な SGLT2
の発現を認めた。MCF-7 細胞、MDA-MB231 細胞、KPL-1 細胞の SGLT2 遺伝子発現を、定量的
PCR を用いて比較したところ、MCF-7 細胞に最も多く SGLT2 の発現を認めたため、MCF-7 細
胞を用いて検証を続けることとした。 
細胞増殖曲線の検証を行ったところ、0－50μM のイプラグリフロジンが用量依存性に乳
癌細胞増殖を抑制することが分かった。イプラグリフロジンの細胞増殖抑制が SGLT2 に依
存していることを確認するために、SGLT2 をノックダウンしたところ、イプラグリフロジ
ンの作用は見事にキャンセルされた。BrdU アッセイを行い、イプラグリフロジンが細胞分
裂増殖を抑制していることが解明された。パッチクランプ法を用いてイプラグリフロジン
が MCF-7 細胞膜の過分極を惹起していることが分かった。この作用も SGLT2 をノックダウ
ンすることでキャンセルされ、ブドウ糖なしのメディウムで培養した際にも同様の結果が
得られた。SGLT2 の JC-1 という色素を用いてミトコンドリア膜電位を検証したところ、イ
プラグリフロジンはミトコンドリア膜電位の不安定性と透過性を惹起することで、細胞死
を誘導していることが分かった。 
 
結論 
乳癌細胞に SGLT2 が発現していること、SGLT2 阻害薬が乳癌細胞増殖を抑制することが解
明された。 
SGLT2 は正常の乳腺組織には発現が認められないことから、癌化した細胞に特異的に発現
してきた SGLT2 を阻害することで、イプラグリフロジンが乳癌細胞増殖を抑制しているこ
とが分かった。また、膜電位の過分極を惹起していることから、ブドウ糖と共に取り込ま
れるソディウムの細胞内流入を抑制することがイプラグリフロジンの乳癌抑制作用にお
いて重要なメカニズムであると考えられる。BrdU アッセイでは細胞分裂抑制が認められ
ていない低用量でも増殖曲線が抑制されていることから、今回認められていない他のメカ
ニズムを介した細胞増殖抑制も存在する可能性があり、さらなる検証が必要といえる。前
述の通り、がんはわが国の糖尿病患者の死因第一位であり、糖尿病治療薬のがん抑制作用
は重要であり、患者にとって朗報といえる。今後臨床研究を含め、更なる研究が求められ
る。 
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審査の結果の要旨 
 
本論文は、糖尿病の新たな治療薬である sodium-glucose co-transporter (SGLT)2 阻
害薬が乳癌細胞の増殖を抑制することを見出した報告である。近年、糖尿病と癌の間に
は密接な関係があることが基礎的あるいは臨床的研究から明らかになっている。グルコ
ース輸送体である SGLT2 は主に近位尿細管に存在し、原尿中に含まれるグルコースの再
吸収を担っている。SGLT2 阻害薬はこの機能を抑制することで尿中へのグルコース排泄を
促進し、血糖値を低下させる。さらには、尿中へのグルコース排泄作用によってエネル
ギー喪失が起きるため体重減少作用が発揮され、インスリン抵抗性の改善や糖代謝の改
善が認められる。抗炎症作用、抗酸化ストレス作用を持つことも知られており、この結
果、心血管合併症や腎合併症が抑制されることが大規模臨床研究で示され、糖尿病治療
薬として非常に重要な位置づけがなされており、その多面的作用が大きく注目されてい
る。最近の研究で、尿細管に特異的に存在すると考えられていた SGLT2 が癌細胞にも存
在し、その増殖に重要な役割を担うことが明らかにされている。申請者らは、培養乳癌
細胞(MCF-7 細胞、MDA-MB-231 細胞、KPL-1 細胞)に SGLT2 が発現していることを確認し
た。引き続き、MCF-7 細胞を用いて検討を行ったところ SGLT2 阻害薬イプラグリフロジン
が細胞増殖を抑制することが明らかになった。メカニズムの検討では、イプラグリフロ
ジンが MCF-7 細胞膜の過分極を誘導することが明らかになった。SGLT2 阻害薬によるグル
コースとナトリウムの細胞内流入抑制が乳癌細胞の増殖抑制につながる可能性を示した
研究である。 
 
 
1. 斬新さ 
培養乳癌細胞に SGLT2 が発現しており、それを阻害することで細胞増殖が抑制される
ことを示した初めての報告である。SGLT2 阻害薬による抗癌作用の可能性については、肺
癌などで示されていた。本研究ではミトコンドリア膜電位透過性を検証し、SGLT2 阻害薬
の培養乳癌細胞の増殖抑制メカニズムに迫った初めての報告であり、斬新さを認める。 
2. 重要性 
糖尿病と癌には密接な関係があるとされている。高血糖、インスリン抵抗性やそれに
伴う高インスリン血症が発癌に関わる可能性が示されてきた。しかしながら、厳格な血
糖管理が癌の抑制に関わるというエビデンスは明確ではない。今回の研究では、SGLT2 阻
害薬が乳癌細胞の増殖を抑制する可能性が示されており、重要性が十分にあると認めら
れる。 
 
 
3. 研究方法の正確性 
本研究は福岡大学医学部内分泌・糖尿病内科学講座と生理学講座の共同研究として実施
された。その手法、結果の解釈も適切であった。また、本論文は査読を経て Endocrine 
Journal にすでに掲載されており、研究方法の正確性は担保されていると認められる。 
 
 
4. 表現の明確さ 
目的、方法、結果は、詳細かつ正確に表現されており、figure を用いて簡潔に表現され
ている。結果に基づいた考察については、過去の論文を十分に検討し、SGLT2 阻害薬イプ
ラグリフロジンの乳癌細胞増殖抑制効果とそのメカニズムについて明確に示している。 
 
 
5. 主な質疑応答 
 
Q：本論文では、乳癌細胞を取り上げて検討を行っているが、SGLT2 阻害薬と癌の関係
は他の癌細胞では検討されていないのか。 
A：我々の検討ではないが、肺癌細胞や大腸癌細胞、前立腺癌細胞に SGLT2 が発現して
おり、SGLT2 阻害薬であるカナグリフロジンやダパグリフロジンが AMPK 活性化あるい
はミトコンドリア complex I 抑制を介した機序で抗腫瘍効果を示す可能性が報告され
ている。 
 
 
Q：本論文で用いられているイプラグリフロジンの濃度は臨床で用いられる投与量と同
等なのか。 
A：イプラグリプロジンはヒトでは 25 mg あるいは 50 mg/日 で用いられている。これ
までの予備的な検討から、本研究で用いた投与濃度は 5-10μM は、臨床的血中濃度に
相当すると考えられている。 
 
 
Q：図 2A で MCF-7 細胞の増殖曲線を描いているが死細胞がどの程度あったのか。ま
た、図 2B では SGLT2 を siRNA でノックダウンした場合、同様に MCF-7 細胞の増殖が抑
えられているが、この際に GLUT1 など他のグルコース輸送体がどのように関与してい
るのか検討したのか。 
A：死細胞の割合は本文中には記載していないが、約 30%であった。GLUT の関与につい
てはご指摘の通りであり、SGLT2 ノックダウンに伴い代償的な機序が働いている可能
性も否定はできない。今後の検討課題とさせて頂きたい。 
 
 
Q：図 3 および 4 でイプラグリフロジン投与による細胞膜の膜電位変化について検討が
なされているが、どのようなシグナルが関与しているのか。 
A：SGLT2 阻害薬はグルコースと共にナトリウムの細胞内への流入を阻害する。このこ
とが大きく関与していると考えており、細胞内シグナルよりもイオンの変化がこの 現
象を説明するのではないかと考えている。 
 
 
Q：本論文は全て in vitro での検討となっている。in vivo でもイプラグリフロジン
による乳癌抑制効果は検討されたのか。  
 A：ヌードマウスを用いて腫瘍の移植実験を行ったが、明確な結果は得られなかった。
移植細胞数やイプラグリフロジンの投与濃度を再検討し、今後検討を進めることが出
来ればと考えている。  
 
 
Q：本論文の結果を受けて、今後どのように研究を展開していくのか。 
 A：今回の研究では、MCF-7 細胞ではイプラグリフロジンが増殖抑制に働くことが示さ
れたが、 他の細胞株でも同様の効果が得られるのか、そして臨床的にどのような意義
があるのか、in vivo での検討も含め糖尿病治療と癌の関係を明らかにするような研究
を展開していきたいと考えている。 
 
 
以上の質疑を中心に活発な討議が行われ、申請者は適切に回答した。本論文は、乳癌細胞
とSGLT2阻害薬との関係性を示した初めての研究であり、学位論文に値すると評価された。 
 
 
 
